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(57) Abstract 

The invention relates 
to a measuring device 
which permits a very 
simple positioning of cells 
and vesicles respective of 
cell membranes on planar 
carriers. The invention also 
relates to a corresponding 
highly efficient method for 
the positioning and electric 
characterization of such 
membranes with a consistently 
high signal-to-noise ratio. In 
addition, statements concerning 
interactions of substances with 
lipid membranes respective 
of materials bonded thereon 
or therein respective of signal 
transduction mechanisms 
connected thereto are possible. 

(57) Ztisammenfassung 

Es wird eine Messvor- 

richtung beschricben, die eine sehr einfache Positionierung von Zellcn und Vesikeln resp. Zellmembranen auf planaren Tragem gestattet 
sowie ein entsprechendes hocheffizientes Verfahren zur Positionierung und elektrischen Charalcterisierung solcher Membranen mit konsistent 
hohem Signal-Rausch-Verhaltnis. Damit sind Aussagen ttber Wechselwirkungen von Substanzen mit Lipidmembranen resp. darauf oder 
darin gebundener Stoffe, resp. damit im Zusammenhang stehender Signal transduktionsmechanismen moglich. 
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Positionierung und elek trophy siologische Charakterisie- 
rung einzelner Zellen und rekonstituierter Membransysteme 
auf mikrostrukturierten Tragern 

Verwandte Anmeldungen 

Diese Anmeldung beansprucht die Prioritat der 
Schweizer Anmeldung Nr. 2903/97, die am 17. Dezember 1997 
hinterlegt wurde. 

Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Mes- 
sanordnung sowie ein Positionierverfahren fur Zellen und 
Vesikel resp. Lipidmembranen, das Untersuchungen an Mem- 
branen ermoglicht, insbesondere ein elektrophysiologi- 
sches Verfahren zur Untersuchung von kanalbildenden Pro- 
teinen und mittels kanalbildender Proteine oder an kanal- 
bildende Proteine gekoppelten Rezeptoren (iber die gemes- 
sene elektrische Eigenschaft der kanalbildenden Proteine. 
Insbesondere betrifft das erf indungsgemasse Messverfahren 
ein (Multiarray-) Patch-clamp Verfahren, welches die Emp- 
findlichkeit und Selektivitat der klassischen Patch- 
clamp-Technik besitzt, gleichzeitig aber infolge des 
ebenfalls erf indungsgemassen Verfahrens der Positionie- 
rung von biologischen Zellen oder Vesikeln auf mi- 
krostrukturierten Tragern eine einfachere Herstellung der 
Patch-Membranen sowie hohen Signal-Rauschabstand gestat- 
tet. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung eine Mes- 
sanordnung, die sowohl fur die Positionierung als auch 
fur die elektrophysiologische Messung geeignet ist. 

Stand der Technlk 

Viele biologisch wichtige Signaltransdukti- 
onsprozesse wie z.B. Nervenleitung, ereignen sich auf 
oder in Zellmembranen. Es ist deshalb nicht uberraschend, 



WO 99/31503 2 PCT/IB98/01150 

dass die biologischen Funktionen von Membranpro.teinen. im 
allgemeinen, und von Neurorezeptoren im besonderen durch 
pharmakologisch aktive Wirkstoffe beeinflusst werden (J.- 
P. Changeux (1993). "Chemical signallinig in the brain". 
5 Sci. Am. Nov. Seiten 30 ff; A.G. Gilman (1995). Angew. 
Chem. Int. Ed. Engl. 34: 1406-1428; M. Rodbell (1995). 
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 34: 1420-1428). 

Das funktionelle Verstandnis der molekularen 
Wechselwirkungen an Rezeptoren sowie der Einsatz solcher 

10 Rezeptoren beim Wirkstoff screening spielen in der moder- 
nen Arzneimittelentwicklung eine zentrale Rolle. Mit der 
steigenden Zahl der bekannten Zielrezeptoren (auch Tar- 
get-Re zeptoren genannt) fUr Wirkstoffe und der schnell 
anwachsenden Zahl von potentiellen Wirkstof fen aus der 

15 kombinatorischen Chemie, wSchst der Bedarf an hochemp- 
f indlichen Screeningmethoden, die es erlauben eine grosse 
Zahl von verschiedenen Substanzen bei hohera zeitlichem 
Durchsatz zu analysieren ("high trough-put screening" « 
HTS) . 

20 Gegenwartig folgt man beim pharmakologischen 

Wirks toff screening noch relativ traditionellen Wegen, in- 
dem zeitaufwendige Ligandenbindungstests und Rezeptor- 
funktionstests getrennt durchgeftlhrt werden (J. Hodgson 
(1992) Bio/Technology 9: 973) . Andererseits zShlen Mem- 

25 branproteine wie die an G-Proteine gekoppelten Rezeptoren 
und die kanalbildenden Rezeptoren zu den wichtigsten 
Zielproteinen ftir aktive Wirkstoffe (J. Knowles (1997) 
"Medicines for the new millennium hunting down deseases" 
Odyssey Vol. 3 (1)) . In diesem Zusammenhang werden immer 

30 noch klassische Patch-clamp Methoden als funktionelle Re- 
zeptortests eingesetzt. Der Vorteil dieser elektrophysio- 
logischen Methode liegt darin, dass die Funktion der ent- 
sprechenden kanalbildenden oder an kanalbildende Proteine 
gekoppelten Rezeptoren Uber die gemessenen elektrischen 

35 Eigenschaften der kanalbildenden Proteine direkt zugang- 
lich ist. Die Methode ist hochspezif isch und extrem emp- 
findlich - man kann im Prinzip die Kanalaktivitat einzel- 
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ner Rezeptormolekttle messen. Dabei werden Glasmikropipet- 
ten rait einem Of fnungsdurchmesser von typischerweise 1- 
0,1 |im auf die Oberf lache einer biologischen Zelle auf ge- 
setzt. Die Membranf l&che, die von der Mikropipette abge- 
5 deckt wird, nennt man "Patch". Wenn der Kontakt zwischen 
der Glaselektrode und der Zellmembranoberf lache elek- 
trisch hinreichend isolierend ist, kann mit Hilfe von Mi- 
kroelektroden, die einerseits in der Glaspipette und an- 
dererseits im membrangegentlberliegenden Milieu plaziert 

10 sind, der Ionenstrora tiber den Membranpatch elektrisch ge- 
messen werden (O.P. Hamill, A. Marty, et al. (1981). 
"Improved patch-clamp techniques for high-resolution cur- 
rent recording from cells and cell-free membrane pat- 
ches." Pflugers Arch 391(2) : 85-100). 

15 Im Zusammenhang mit Wirkstof fscreening weist 

die traditionelle Patch-clamp Technik allerdings auch 
entscheidende Nachteile auf. Patch-clamp Messungen sind 
ausserst zeitaufwendig, erfordern speziell geschultes 
Personal mit langen Erfahrungen auf diesem Gebiet und 

20 sind ftlr HTS praktisch nicht einsetzbar. 

Ziel der vorliegenden Erfindung war es.des- 
halb ein Mess- und Positionierverfahren bereitzustellen, 
das einfach in der Handhabung ist und rasche Untersuchung 
erlaubt, insbesondere ftir eine (Multiarray-) Patch-Clamp 

25 Methode, welche die Empfindlichkeit und Selektivitat der 
klassischen Patch-Clamp Technik besitzt, gleichzeitig 
aber deren Nachteile infolge der erf indungsgemassen Me- 
thode der automatischen Positionierung von biologischen 
Zellen oder Vesikeln resp. entsprechender Lipidmembranen 

30 sowie der spezifischen Oberf lacheneigenschaf ten der Mes- 
sanordnung eliminiert. Ferner betrifft die vorliegende 
Erfindung eine planare Positionier- und Messanordnung, 
die fUr die Ausf tihrung der erf indungsgem&ssen Verf ahren 
speziell geeignet ist. 



-WO 99/31503 



4 



PCT/IB98/01150 



Darstellung der Erfindung . . . . 

Die erf indungsgemassen Verfahren zeichnen 
sich aus durch ausserste Einfachheit in der Herstellung 
elektrisch abdichtender Patchmembranen sowie bei der an- 
5 schliessenden Messung; in Kombination mit modernen mikro- 
technologischen Methoden bietet die neue Technologie alle 
MBglichkeiten ftlr den Einsatz im "high trough-put scree- 
ning" (HTS) . Ausserdem eignen sich die erf indungsgemasse 
Positionier- resp. Messanordnung sowie die erf indungsge- 

10 massen Verfahren zur Kombination von elektrischen und op- 
tischen Messungen, durch die an diesen mittels des erfin- 
dungsgemassen Positionierverf ahrens erhaltenen planaren 
Membranen neue wichtige Informationen tlber die zu unter- 
suchenden Rezeptoren erhalten werden konnen. 

15 Das erfindungsgemasse Positionierverfahren 

fttr Zellen und Vesikel, resp. entsprechender Lipidmembra- 
nen zeichnet sich dadurch aus, dass zwischen zwei Elek- 
troden eine Trennwand aus elektrisch isolierendem Materi- 
al/ in der Folge als Trager bezeichnet, angeordnet ist. 

20 Der Trager weist eine Apertur auf sowie eine Oberfiache, 
an der die Membranen fixiert werden, Der Trager muss 
nicht aus einem Stttck bestehen, sondern er kann z.B. auf- 
gebaut sein aus einem Halter/ auf dem das ftir die Mem- 
branbindung und Membranpositionierung eigentlich relevan- 

25 te Material befestigt oder in den dieses Material einge- 
lassen ist/ wobei dieses Material ftir die Bindung resp, 
Positionierung der Membranen mindestens eine Apertur auf- 
weist. Die Fixierung der Membranen kann z.B. auf elektro- 
statischen Wechselwirkungen zwischen einer beispielsweise 

30 negativ geladenen Membranoberflache und einer positiv ge- 
ladenen Trageroberf lache beruhen. Falls die Tragerober- 
fiache als solche nicht die gewtlnschte Ladung aufweist, 
so kann sie entsprechend modifiziert werden. Es hat sich 
gezeigt, dass Zellen und Vesikel sehr gut positionierbar 

35 sind/ wenn sie als Suspension Ober eine Zugabe5f fnung von 
Ublicherweise 0/2 - 2 mm Durchmesser, bevorzugt 0,5-1 
mm in der einen Elektrode oder tlber einen nahe der Aper- 
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tur angebrachten Schlauch oder mittels einer Pipette in. 
die Apparatur gegeben werden, wobei die beiden jeweils 
oberhalb und unterhalb des Tragers angeordneten Elektro- 
den eine solche elektrische Potentialdif f erenz aufweisen, 

5 dass Zellen resp. Vesikel elektrophoretisch auf die Aper- 
tur zubewegt werden. Die Zugabe&f fnung kann von beliebi- 
ger Form sein, ttblicherweise ist sie aber ellipsenffcrmig, 
insbesondere kreisf5rmig, so dass sie sich z.B. konzen- 
trisch Uber der Apertur anordnen lasst. 

10 Die Fixierung des Tragers zwischen den Elek- 

troden kann dadurch erfolgen, dass zwischen der jeweili- 
gen Elektrode und dem Trager je ein Abstandhalter vorge- 
sehen wird, der, ebenso wie der Trager selbst, aus elek- 
trisch isolierendem Material besteht und Kanale aufweist, 

15 die zwischen der Apertur und der Elektrode angeordnet 
sind und mit diesen in Kontakt stehen. Mit leitfahiger 
LSsung gefUllt kttnnen diese Kanale als Ref erenz resp. 
Probekammer dienen. Dabei hat es sich als gUnstig erwie- 
sen, wenn die Referenzkammer so geringe Ausmasse auf- 

20 weist, dass die darin enthaltene Ref erenzpuf f erlSsung 

durch Kapillarkrafte darin fixiert ist. Im Extremfall ist 
es mOglich, das Ref erenzvolumen ohne physische Begrenzun- 
gen und nur Uber Kapillarkrafte zwischen Chip und Elek- 
trode zu fixieren. Das Probenkompartiment (die Probenkam- 

25 mer) bildet sich zwischen der Chipoberf lache und der Zu- 
gabe-Elektrode aus. Es hat keine seitliche Begrenzung 
sondern wird durch Kapillarkrafte gehalten. Im Sinne ei- 
ner Integration dieser Methode ist es aber auch mfcglich 
eine Probenkammer mit seitlichen Begrenzungen aufzubauen. 

30 Die Messanordnung der vorliegenden Erfindung umfasst Aus- 
ftthrungsformen mit Probenkammern sowohl ohne als auch mit 
physischen seitlichen Begrenzungen. 

Da es je nach angestrebter Analyse sinnvoll 
ist, die Membran beidseitig mit Messldsung in Kontakt zu 

35 bringen, kann eine Zugabe eines zu untersuchenden Stoffes 
selbstverstandlich auf von der tiblicherweise als Refe- 
renzseite dienenden Seite her erfolgen. Auch kann z.B. 
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ein Referenzpuf fer in ein pasttfses Gel eingebracht wer-. 
den, wodurch ein Austausch der ausserhalb des Gels lie- 
genden Flttssigkeit moglich wird, ohne den im Gel gespei- 
cherten Referenzpuf fer in seiner Zusammensetzung zu ver- 
5 andern". Als solche Gele eignen sich beispielsweise Agaro- 
se und Polyacrylamid. 

Das erf indungsgemasse Messverf ahren erlaubt 
insbesondere die Messung von IonenkanalstrSmen auf zuver- 
lassige und reproduzierbare Weise und dies mit einem ho- 

10 hen Signal-Rauschabstand. Grundlage daflir ist die genaue 
Positionierung und anschliessende elektrisch dichte Bin- 
dung von Vesikeln, Zellen oder anderen biologischen Orga- 
nelles resp. Membranen entsprechenden Ursprungs, an mi- 
krostrukturierten Offnungen (im folgenden auch als Aper- 

15 tur bezeichnet) mit einem Durchmesser d^ < 15 \im, vor- 
zugsweise < 10 yon, insbesondere 0,3-7 jim, speziell be- 
vorzugt 0,3 - 5 jim und ganz speziell bevorzugt 1-5 |im. 
Die elektrisch dichte Bindung der Vesikel bzw. Zellen 
resp. deren Membranen wird durch eine starke elektrosta- 

20 tische Anziehung zwischen der Trageroberf lache und der 
Membranoberf lache erreicht. 

Ftir das erf indungsgemasse Verfahren hat es 
sich als gUnstig erwiesen, wenn die Merabran auf einen 
mOglichst planaren Trager aufgebracht wird* Ein entspre- 

25 chender Trager kann aus diversen Materialien bestehen; 
Vorteilhaft fttr geeignete Materialien ist aber, dass sie 
vorzugsweise nicht nur mikroskopisch flach sondern mole- 
kular relativ eben sind. Zudem mttssen geeignete Materia- 
lien im System inert, nicht leitend und vorzugsweise che- 

30 misch modif izierbar sein. 

Als speziell geeignet herausgestellt haben 
sich mikrostrukturierte Silizium/Siliziumoxyd bzw. Sili- 
zium/Siliziumoxynitrid Trager, die, ftir die Bereitstel- 
lung einer guten elektrostatischen Anziehung, mit einer 

35 die gewdnschte Oberf lachenladung verleihenden Substanz 
beschichtet sind. Geeignet sind beispielsweise Polykatio- 
nen, wie von Mazia, Schatten et al. beschrieben (siehe D. 
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Mazia, G. Schatten et al. (1975) . "Adhesion of .cells r to. 
surfaces coated with polylysine." J. Cell, biol. 66: 198- 
200) . Solche Polykationen sind beispielsweise Poly-L- 
Lysin und Polyethylenimin. 
5 Bei der Auswahl geeigneter Tragerchipmateria- 

lien selbst ist, wie bereits oben erwahnt, auf eine aus- 
reichende Modif izierbarkeit der Oberfl&che zu achten, da- 
rait eine elektrostatische oder gegebenenf alls van der 
Waals oder kovalente Bindung von Vesikeln oder biologi- 

10 schen Zellen resp. entsprechender Membranen oder Merabran- 
fragmente, daran mtfglich ist. Zudem ist eine Bindung auf- 
grund hydrophob- hydrophiler Wechselwirkungen unter be- 
stimmten Umstanden mSglich (Radler, J., H. Strey, et al. 
(1995) . "Phenomenology and Kinetics Of Lipid Bilayer 

15 Spreading On Hydrophilic Surfaces." Langmuir 11(11): 
4539-4548) . Ferner muss das TrSgermaterial bearbeitbar, 
d.h. mit einer Apertur resp. einem Fenster gewttnschter 
Grosse versehbar sein und eine Fokussierung des elektri- 
schen Feldes auf die AperturGf fnung ermbglichen. 

20 Ein speziell geeigneter TrSger ist ein 

Si/Si02-bzw. Silizium/Siliziumbxynitrid-Chip, der aus 
handelsllb lichen Si-Wavern mit einer Oxidschicht einer 
Dicke D von ttblicherweise > 200 nm herstellbar ist. Ein 
solcher Tr&ger lasst sich leicht mikrostrukturieren. Nach 

25 beispielsweise Fotolithographie, bzw. bei Aperturen von d 
< 1,5 nm Elektronenstrahllithographie, kttnnen die Struk- 
turen durch anisotropes Atzen des Siliziums in KOH- 
haltigem Medium sowie reaktives Ionenatzen der Quarz- 
schicht gewonnen werden. Neben Quarz bilden auch Glas- 

30 schichten, feste oder gelartige Polyraere etc. geeignete 
modif izierbare Oberfl&chen aus. Weiterhin eignen sich 
beispielsweise Plastomere und Elastomere wie Polyimide, 
Polymethylmetacrylate, Polycarbonate/ Silicagele wie Syl- 
gard, etc. 

35 Wesentlich an solchen Strukturen ist die Gr5- 

sse der Apertur, welche < 15 (jm betragen sollte, meist < 
10 pin, insbesonders < 7 |im und bevorzugt < 5 pro, sowie 
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die Grbsse des Fensters in der Oberf lachenschicht, z.B. . 
dem Quarz, welches vorzugsweise < 50 jxra ist, im Idealfall 
aber auf die GrSsse der Apertur reduziert ist, urn unter 
bestimmten Umstanden (geringe Puf f erleitfahigkeit ) eine 
5 starke Fokussierung des elektrischen Feldes auf die Aper- 
turSffnung zu unterstUtzen, aber vor allem um mechanische 
Spannungen (Bruchgef ahr) zu reduzieren. Eine starke elek- 
trische Fokussierung entsprechend der starken Inhomogeni- 
tat des E - Feldes (Betrag E nimmt mit Annaherung an die 

10 Apertur zu) erlaubt mit F^ektrigch ~ E (F » Kraftvektor, 
E = elektrisches Feld) eine entsprechend genaue Bewegung 
der Vesikel auf die Apparatur. Selbstverstandlich kann 
ein Trager viele Aperturen enthalten, die sequentiell 
Oder parallel ftir Messungen genutzt werden. 

15 Ein planarer, mit mindestens einer Apertur 

versehener TrSLgerchip wird zwischen zwei Elektroden gege- 
ben. Geeignete Elektroden sind z.B. Ag/AgCl, Pt; infolge 
ihrer leichten Herstellbarkeit werden aber Ag/AgCl- 
Elektroden bevorzugt. Die Elektroden dienen neben der 

20 Spannungsklammerung (voltage clamp) insbesondere auch der 
Positionierung der Vesikel und Zellen resp, entsprechen- 
der Membranen. Die Elektroden befinden sich Ublicherweise 
im Abstand von 0,5 bis 3 mm, meist 0,5 - 1 mm vom Trager, 
kttnnen aber auch weiter entfernt sein. Eine symmetrische 

25 Anordnung ist bevorzugt aber nicht notwendig. 

Durch einen planaren und in der Vertikalen 
leicht realisierbaren optisch transparenten Aufbau, z.B. 
bei Verwendung planarer punktierter Elektroden, bzw. aus- 
serhalb der durch die Apertur hindurch gehenden Vertika- 

30 len angeordneter Punktelektroden, eignet sich das oben 
beschriebene System fiir simultane elektrische und opti- 
sche (Fluoreszenz) Messungen. Durch neue Fluoreszenztech- 
niken, wie die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie und 
die konfokale CCD-Beobachtung, ist die optische Detektion 

35 von Liganden-Bindungen an einzelne Rezeptoren moglich ge- 
worden. Die Kombination solcher optischer Techniken mit 
der hier vorgestellten Methode erlaubt erstmalig die Un- 
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terscheidung bzw. AuflOsung von Liganden- r 
Bindungsereignissen und Kanalaktivitaten. Damit konnen 
beispielsweise wichtige Inf ormationen Uber die Stabili- 
sierung von Konformationsanderungen des Rezeptors durch 
5 die Liganden-Bindung und Uber die funktionelle Verschie- 
denheit der Liganden-Bindungsplatze im Rezeptor gewonnen 
werden, (J. Edelstein, 0. Schaad, J. -P. Changeux (1997). 
"Single Binding versus Single Channel Recordings: A new 
Approach to Study Ionotropic Receptors", Biochemistry 36: 

10 13755-13760) . Solche Ergebnisse sind wichtig far das Ver- 
standnis der Wirkungsweise von Agonisten und Antagonisten 
und damit ftlr die Entwicklung neuer Medikamente. 

Die vielfaitige Anwendbarkeit der erfindungs- 
gemassen Messvorrichtung lasst sich durch Multiarray- 

15 Auslegung noch verbessern. Durch Mikrostrukturierung las- 
sen sich auf kleinstem Raum diverse Aperturen anbringen, 
die entweder an die gleichen Elektroden gekoppelt sind, 
oder aber getrennte Messkompartimente darstellen, da z.B. 
Ag/AgCl-Elektroden ebenfalls leicht mikrostrukturierbar 

20 sind. 

Ferner ist es mttglich die erf indungsgemasse 
Messanordnung mit Vorrichtungen fUr die Probenzugabe und 
den Probenaustausch, fUr die Probenauf trennung und die 
Regulierung der Messung zu koppeln, z.B. durch Verbindung 

25 der Kompartimente Uber Schiauche mit einem Pumpsystem 

Oder einer Vorrichtung die mittels hydrostatischer Druck- 
differenzen oder Piezotropf enverfahren resp. Tinten- 
strahlverfahren oder Kontakttransf erverfahren oder elek- 
troosmotischen Verfahren oder temperaturkontrollierten 

30 Verfahren oder Kapillarelektrophorese (CE) oder HPLC 
(High Pressure Liquid Chromatography) funktioniert „ 

Die Messung kann durch Zugabe von membranak- 
tiven Stoffen beeinflusst werden, z.B. durch Zugabe von 
Porenbildnern/ Proteoliposomen und Membranproteinen. 

35 Die Erfindung wird in der Folge anhand der 

Figuren naher eriautert. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen . r. . . 

Figur 1 ist eine schematische/ nicht mass- 
stabgetreue und nicht detailgetreue Darstellung eines aus 
Si/Si02 hergestellten Tragerchips. 
5 Figur 2 ist eine elektronenmikroskopische 

Aufnahme einer in die Si02~Schicht geatzten Aperturttff- 
nung in verschiedenen Ansichten: (A) Apertur von der Si0 2 
Oberfiachenseite aufgenommen (B) Apertur von der Si - 
Seite aufgenommen (C) Uberblick Si02-Seite (D) Uberblick 

10 anisotrop geatzte Si - Seite 

Figur 3 ist eine schematische, nicht mass- 
stabgetreue und nicht detailgetreue Darstellung des Mess- 
aufbaus mit planparallelen Elektroden im Schnitt. 

Figur 4 ist eine schematische, nicht mass- 

15 stabgetreue und nicht detailgetreue Darstellung des Mess- 
aufbaus mit Punkt- bzw. Draht-Elektroden im Schnitt. 

Figur 5 zeigt Rhodamin-markierte Vesikel 
(Membran in Natura rot, auf Bild hellgrau) nach 24 Stun- 
den Reinigung, bei welcher die Anzahl kleiner Vesikel (d 

20 < 5 urn) gegentiber der ungereinigten LSsung stark redu- 
ziert wurde. Die Vesikel enthalten 200 mM Sorbitollttsung, 
die mit Carboxyfluorescein (in Natura grtln, auf Bild mit- 
telgrau) fluoreszenzmarkiert ist, 

Figur 6 zeigt Vesikel nach der Bindung an Po- 

25 ly-L-Lysin beschichtete OberflSchen, ausgezogen zu sehr 
flachen Gebilden, die keine Carboxyfluorescein Fluores- 
zenz aufweisen. 

Figur 7 zeigt einen Querschnitt durch fusio- 
nierte Vesikel, mit einem Kalibrierbalken von 5 nm Lange. 

30 Figur 8 zeigt eine Finite Elemente Simulation 

(FEM) der elektrischen Feldverteilung um einen Chip mit 4 
jim Apertur zwischen parallelen Elektroden. Als Parameter 
wurden verwendet: Cpuff 0r - 10 mM KC1, dApertur = 4 p und Ab- 
stand Chipapertur (4) - Elektrode ( 6, 9) = 1 mm. Die Aquipo- 

35 tentiallinien haben eine Abstand von 4 mV, wobei die Po- 
tentialdif ferenz zwischen den Elektroden 80 mV betragt. 
Der Feldlinienverlauf ist in dieser Simulation durch die 
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Annahme von LeckstrSmen im Randbereich des TrSgerchips 
ellipsenfttrmig verzerrt (normal: kreisrund) . 

Figur 9 zeigt den zeitlichen Verlauf der Ve- 
sikelbindung und der Ausbildung einer Membran mit sehr 
5 hohem elektrischem Abdichtwiderstand bei einer Apertur 
von 4 fim (Figur 9A) und 7 |im (Figur 9B) , sowie 10 mM KC1, 
einer Klemmspannung von -80 mV und PLL beschichteter Si02 
Oberfl&che (PLL - Poly-L-Lysinbromid) • 

Figur 10 zeigt den Durchgang von Vesikeln 
10 durch eine Apertur5f fnung von 7 nm als Modulation im 
Strom-Zeit-Diagramm bei einer Klemmspannung Vq = -80 mV 
konstant . 

Figur 11 zeigt im Strom-Zeit-Diagramm dass 
die Zugabe von Ca 2+ mit einer Endkonzentration von 4 mM 
15 nach dem Andocken von Vesikeln an die unmodif izierte 

Aperturof fnung (7 \m) zu einem elektrisch hochdichten Ab- 
schluss zwischen Chipoberf IcLche und Vesikelmembran ftihrt. 

Figur 12 zeigt das zeit- und spannungsabhHn- 
gige Schalten von Alamethicinporen in einer auf dem Chip 
20 erzeugten Membran (CMamethicin = 0.1 \xg/ml in 85 mM KC1) bei 
negativen Potentialen. 

Figur 13 gibt Anderungen des Membranwider- 
standes einer auf einem Si/Si0 2 Tragerchip erzeugten Mem- 
bran nach der Fusion mit nAChR (nicotinischer Acetylcho- 
25 lin Receptor) enthaltenden Vesikeln wieder. 

(A) Zufailige Rezeptor5f fnungen in Abwesen- 
heit von Liganden bei 400 mM KC1 und positiven Potentia- 
len. 

(B) 150 Sekunden nach Zugabe des nAChR Agoni- 
30 sten Carbamylcholin (20 pM Endkonzentration) sind keine 

RezeptorSf fnungen mehr zu beobachten (Desensitisierung) . 

Wege zur AusfUhrung der Erfindung 

Das Verfahren resp. die Vorrichtung 
(Messanordnung) der vorliegenden Erfindung sind speziell 
35 geeignet fUr den Einsatz beim Wirkstoff screening, als Er- 
satz konventioneller Patch-clamp-Techniken und als por- 
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table Biosensoren, beispielsweise fttr die Umweltanalytik. 
Beispielhafte Messanordnungen sowie Anwendungsgebiete 
derselben werden in der Folge etwas naher beschrieben. 

5 Die erf indungsgemasse Messanordnung weist 

mindestens zwei Elektroden 6, 9 und separierte, fUr die 
Aufnahme von FlUssigkeit geeignete Kompartimente auf und 
ist dadurch gekennzeichnet, dass sich zwischen zwei ge- 
gentiber bef indlichen, in je mindestens ein Kompartiment 

10 hineinreichenden oder ein solches bertihrenden, und belie- 
big geformten Redoxelektroden 6, 9 ein Trager 1, befin- 
det, der mindestens eine Apertur 3 enthait und jeweils 
mindestens 2 Kompartimente voneinander trennt. 

Vorzugsweise weist sie auf einer Seite oder 

is auf beiden Seiten des Tragers 1 Mittel auf, die eine 

Fltissigkeitszugabe, eine Flttssigkeitsspeicherung, und ge- 
gebenenfalls einen Flttssigkeitsaustausch, sowie die Zuga- 
be von Zellen, Vesikeln, anderen biologischen Organellen 
oder Teilen derselben zwischen Trager und Elektrode er- 

20 mSglichen, Die Apertur 3 weist vorzugsweise einen solchen 
Durchmesser auf, dass sich bei Existenz einer Spannungs- 
differenz liber dem Chip, vermittelt durch die Elektroden 
6, 9, ein inhomogenes elektrisches Feld um die Apertur 
aufbaut, das mit Annaherung an die Apertur betragsmassig 

25 grosser wird und nahe der Apertur Vesikel, Zellen, Zell- 
fragmente oder biologische Organellen elektrophoretisch 
auf diese zubewegen kann. Des weiteren bevorzugt ist, 
dass der Trager 1 eine elektrisch geladene Oberfiache 5 
auf weist, die attraktiv fur biologische Membranen ist, 

30 oder eine Oberfiache 5 aufweist, die eine molekUlspezif i- 
sche oder durch multivalente Ionen vermittelte Bindung 
von Zellen, Vesikeln, Membranf ragmenten oder biologischen 
Organellen daran gestattet. Ein solcher Trager ist bei- 
spielsweise ein Silicium-Tragerchip mit auf gebrachter 

35 Oxyd- oder Oxynitridschicht . Eine elektrisch geladene 
Oberfiache 5 kann auch durch Modif ikation, insbesondere 
mittels Polykationen und/oder Silanen, z.B. Aminosilanen, 



.WO 99/31503 



13 



PCT/IB98/01150 



erzeugt werden, oder der Trager kann eine Beschichtung 2 
mit elektrisch geladener Oberfiache 5 aufweisen. Der Tra- 
ger 1 kann zusatzlich vor der Modifikation seiner Ober- 
fiache oder vor seiner unmittelbaren Benutzung in einem 
5 Sauerstof fplasma gereinigt und teilweise oder vollstandig 
hydrophylisiert we r den. 

Aufgrund der speziellen Anordnung ist es 
nicht notwendig, dass die erf indungsgem&sse Messanordnung 
Kompartimente mit physischer Begrenzung aufweist. 

10 In einer bevorzugten Ausftthrungsform der 

Messanordnung sind jeweils eine Elektrode und mindestens 
eine Apertur 3 im Trager 1 Uber einen Kanal oder eine 
Kammer 8 in einem Abstandhalter 7, 10 unter Ausbildung 
eines offenen oder geschlossenen Kompartiments miteinan- 

15 der verbunden. 

Auch kSnnen mehr als zwei Elektroden 6, 9 und 
mehr als eine Apertur 3 vorhanden sein, derart, dass min- 
destens eine Elektrode, z.B. eine Referenzelektrode, der 
Messung Uber mehr als eine Apertur 3 dient, oder die Mes- 

20 sanordnung kann einen Trager 1 mit mehr als einer Aper- 
tur 3 und doppelt so vielen Elektroden 6, 9 wie Aperturen 
3 aufweisen, derart, dass sich jeweils eine Apertur 3 
zwischen jeweils zwei Elektroden 6, 9 befindet. 

Ferner kSnnen die Kompartimente Uber Schl&u- 

25 che mit einem Pumpensystem oder einem Gerat, das auf hy- 
drostatischer Druckbasis oder mittels eines Piezotropf en- 
verfahrens resp. Tintenstrahlverf ahrens oder mittels ei- 
nes Kontakttransferverfahrens oder elektroosmotischen 
Verfahrens oder temperaturkontrollierten Verfahrens ar- 

30 beitet, gekoppelt sein, derart, dass FlUssigkeiten resp, 
Proben in beliebige Kompartimente zugegeben oder darin 
ausgetauscht werden kOnnen. 

Auch kann die erf indungsgemasse Messanord- 
nung mit einer Apparatur zur Erzielung einer Probenauf- 

35 trennung, insbesondere Kapillarelektrophorese (CE) und 
HPLC, gekoppelt sein und der Analyse der auf getrennten 
Substanzen dienen, oder sie kann mit Mitteln versehen 
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sein, die der kontinuier lichen Oder regelmassigen Prtifung 
des Fltissigkeitsstands in den Kompartimenten dienen, so- 
wie mit Mittein fUr die Nachregelung entsprechend vorein- 
gestellter FUllparameter . 
5 In einer weiteren Ausftihrungsform kann die 

Oberfiache 5 des Tragers 1 derart strukturiert sein, dass 
sich hydrophile und hydrophobe Bereiche ergeben, wobei 
sich die hydrophilen Bereiche vorzugsweise uiu die Apertur 
bef inden. 

10 Solche Messanordnungen lassen sich z.B. far 

die nachfolgend naher beschriebenen Messungen verwenden: 

Wirkstoff screening: 

Die vorliegende Erfindung eignet sich ausge- 

15 zeichnet ftir die Sondierung einer grossen Anzahl von po- 
tentiellen Liganden, die mittels der kombinatorischen 
Chemie in jeweils kleinen Mengen herstellbar sind. Ande- 
rerseits sind auch viele Rezeptorproteine, vor allem li- 
gandengesteuerte und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, nur 

20 in sehr begrenzten Mengen verfUgbar. Dank dem erfindungs- 
gemassen Verfahren resp. der erf indungsgemassen Messan- 
ordnung/Messvorrichtung ist es mtfglich, mit sehr wenigen 
Zellen zu arbeiten, entweder direkt oder nach vorheriger 
Isolation und Rekonstitution der Rezeptorproteine in Ve- 

25 sikel bzw. Lipidmembranen. Durch das unkomplizierte An- 
ordnen der Sensorelemente in Arrays kOnnen verschiedene 
Substanzen oder Rezeptoren zeitlich simultan selektiert 
werden. Es besteht zudem die MSglichkeit, die Rezeptor- 
aufreinigung und Rekonstitution in Lipidvesikel mikro- 

30 chromatographisch in in die erf indungsgemasse Vorrichtung 
wahlweise integrierbaren on-chip Containern vorzunehmen. 

Ersatz konventioneller Patch-clamp-Techniken: 
Wie bereits eingangs erwahnt bilden konven- 
35 tionelle Patch-clamp-Techniken die Grundlage fttr die Un- 
tersuchung der Funktionalitat von Membranrezeptoren sowie 
allgemein der Veranderung membranaren Eigenschaften als 
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Antwort auf signal- und metabolische Prozesse in. Zellen^ 
Dienen als Untersuchungsobjekt isolierte Zellen einer ho- 
mogenen Zellpopulation, wie dies beispielsweise bei 
transformierten Zellen oft der Fall ist, kann das erfin- 
5 dungsgemasse Verfahren als mindestens gleichwertiger Er- 
satz zur Patch-clamp-Technik dienen. Als Untersuchungsob- 
jekte ftir dieses Verfahren eignen sich z.B. dissoziierte 
Neuronen und kultivierte saugerzellinien sowie Pflanzen- 
protoplasten. 

10 

Portable Biosensoren/Umwel tanalyt ik : 
Die ausgezeichnete mechanische Stabilitat des 
erf indungsgemassen Messsystems bzw. dessen praktisch au- 
tomatischer Membranaufbau erlauben dessen Verwendung in 

15 Biosensoren. Durch Verwendung geeigneter transformierter 
Zellen oder in Vesikeln rekonstituierter Rezeptoren oder 
kanalbildender Proteine kdnnen Sensoren aufgebaut werden, 
die fttr sehr verschiedene Substrate bzw. Metaboliten sen- 
sitiv sind. Dabei ist bei sehr guter Membranabdichtung 

20 (seal formation), wie sie dank der erf indungsgemassen 

Vorrichtung erzielt wird, die Empf indlichkeit prinzipiell 
nur von der Bindungskonstanten des Rezeptors abhangig und 
kann z.B. bei G-proteingekoppelten Rezeptoren unter einem 
Nanomol und bei ionotropen Rezeptoren (z.B. 5 HT3, nAChR, 

25 GABAaR, GlycineR, GluR) im nanomolaren Bereich liegen 

(North, R. A. (1994) . Ligand- and voltage-gated ion chan- 
nels , CRC Press; Peroutka, S. J. (1991) . Serotonin recep- 
tor subtypes - Basic and clinical aspects . New York, John 
Wiley & Sons; Peroutka, S. J. (1994). G Protein coupled 

30 receptors , CRC Press; Conley, E. C. (19.96). The ion chan- 
nel facts book / Academic Press) . 

Dem erf indungsgemassen Messverf ahren liegt 
das folgende bekannte Messprinzip zugrunde: 
35 Die elektrischen Eigenschaf ten transmembrana- 

ren Ionenkanale oder ionotroper Rezeptoren werden im all- 
gemeinen mit sogenanntem voltage-clamp-Techniken (z.B. 
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klassisches Voltage-Clamp, Patch-Clamp und Oocyten- 
Voltage-Clamp) charakterisiert (siehe Hamill, Marty et 
al. 1981 a.a.o; J.G. Nicholls, A.R. Martin et al. (1992) . 
From neuron to brain; a cellular and molecular approach 
5 to the function of the nervous system . Sunderland, Ma., 
Sinauer Associates, Inc.) . Dazu wird tiber der Membran, 
die den oder die betreffenden Ionenkan&le enthalt, eine 
elektrische Potentialdif f erenz angelegt und gleichzeitig 
der zur Aufrechterhaltung dieser Differenz notwendige 

10 Strom analysiert. Entsprechend dem Ohmschen Gesetz, wo- 
nach V = I x R bzw. I ■ V / R ist, liefert diese Analyse 
eine Aussage tiber die Leitf Shigkeit und damit - aller- 
dings nicht eindeutig - verbunden eine Aussage tiber den 
Konformationszustand des kanalbildenden Proteins. Daraus 

15 lassen sich Ligandenbindungsereignisse, Spannungsabhan- 
gigkeiten usw. ermitteln. 

Da der Ionenfluss durch ionotrope Membranpro- 
teine mit 0.1 - 50 pA bei V^ = -60 mV Membranspannung im 
allgemeinen sehr klein ist, muss ftir ein akzeptables Si- 

20 gnal-Rauschverhaitnis die Varianz der auftretenden Leek- 
strOme etwa urn den Faktor 5-10 unter den zu messenden Si- 
gnalen liegen. Diese LeckstrSme treten im wesentlichen 
zwischen der Membran und deren Befestigung auf und stel- 
len das prinzipielle Hauptproblem bei alien Voltage Clamp 

25 Techniken dar. 

Das Problem kann verschiedenartig gelttst wer- 
den, z.B. durch VergrSsserung des zu vermessenden Membra- 
nareals und damit, durch Auf summation, eine VergrSsserung 
der Ionenstrbme. Allerdings geht dabei, gerade in biolo- 

30 gischen Systemen, die Spezifitat verloren. Es wird dann 
im allgemeinen keine eindeutige oder vollkoramen artefakt- 
freie Aussage, z.B. bei Ligandenzugabe, mehr mOglich 
sein. 

Das Problem des ausreichenden Signal-Rausch- 
35 abstandes kann aber auch gelost werden, indem ein sehr 
hoher Abdichtwiderstand (seal) zwischen Membran und Elek- 
trode aufgebaut wird. Dieses Prinzip wird bei der vorlie- 
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genden Erfindung angewendet. Dazu wird ein planarer Tra- 
gerchip mit einer fttr Zellen und Vesikel stark adhasiven 
Oberfiache verwendet. Dieser Chip trennt die bei der Mes- 
sung auf unterschiedliche Potentiale geklemmten zwei Kom- 
5 partimente, wobei sich in dessen Mitte eine (sub)mikro- 
metergrosse Offnung befindet. Diese Offnung Oder Pore 
(Apertur) 1st mit Referenzpuf f erlbsung geftillt und wird 
wahrend der Messung durch die starke Bindung von Zellen 
bzw. Vesikeln an die Oberfiache elektrisch dicht ver- 

10 schlossen. Diese elektrisch sehr dichte Bindung erlaubt 
die Messung auch sehr kleiner (0.1 pA) Ionenstrfcme. 

Ahnliche Ansatze mit Lipidmembranen, die je- 
doch ohne Trager mit den erf indungsgemassen Anforderungen 
resp. der erf indungsgemassen Modif izierung der Oberfiache 

15 auskamen, waren bisher, bedingt durch das Auftreten zu 
geringer Abdichtwiderstande der Merabran, fUr sensitive 
Messungen nicht einsetzbar. Dazu geh6ren LB Transfers 
(R.Coronado und R. Latorre (1983) . "Phospholipid bilayers 
made from monolayers on patch-clamp pipettes." Biophys . 

20 43(2): 231-6; D.P. Nikolelis und C.G. Siontorou 

(1995) . "Bilayer lipid membranes for flow injection moni- 
toring of acetylcholine, urea, and penicillin." Anal . 
Chem. 67(5): 936-44; T.D. Osborn und P. Yager (1995). 
"Formation of planar solvent-free phospholipid bilayers 

25 by langmuir-blodgett transfer of monolayers to microma- 
chined apertures in silicon." Langmuir 11(1): 8-12; T.D. 
Osborn und P. Yager (1995) . "Modeling success and failure 
of Langmuir-Blodgett transfer of phospholipid bilayers to 
silicon dioxide." Biophys. J. 68(4): 1364-73 und Vesikel 

30 Spreitung (P. Nollert, H. Kiefer et al. (1995). "Lipid 
vesicle adsorption versus formation of planar bilayers on 
solid surfaces." Biophys. J. 69(4): 1447-55; J. Radler, 
H. Strey et al. (1995) . "Phenomenology and Kinetics Of 
Lipid Bilayer Spreading On Hydrophilic Surfaces." Lang- 

35 muir 11(11): 4539-4548). Ein miniaturisierter Black Lipid 
Membrane (BLM) Aufbau wurde von Eray, Dogan et al. 1995 
berichtet (siehe M. Eray, N.S. Dogan et al. (1995). "A 
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highly stable and selective biosensor using modified ni- 
cotinic acetylcholine receptor (nAChR)." Biosystems 35(2- 
3) : 183-8) . 

Kritischer Punkt beim erf indungsgemassen Ver- 
5 fahren" ist die genaue Positionierung der Zellen und Vesi- 
kel Uber der Pore (Apertur) . Diese Positionierung wird 
durch die erf indungsgem&sse Elektrodenanordnung und Feld- 
fokussierung erzielt. Der Abstand zwischen Mess- und Re- 
ferenzelektrode betragt tiblicherweise < 6 ram, kann aber 

10 auch grosser sein. Dabei befinden sich die Mess- und Re- 
f erenzelektrode jeweils im Abstand von ca. 0,2 bis 3 mm, 
vorzugsweise 0,5-2 mm, insbesondere 0,5 bis 1 mm unter- 
und oberhalb des TrSgerchips. Verwendet wird eine Klemra- 
spannung, die ftlr eine elektrophoretische Positionierung 

15 der Vesikel auf die Apertur ein wirksames elektrisches 
Feld erzeugt. Diese Spannung ist nicht kritisch, sie 
liegt aber tiblicherweise im Bereich V c = -30 bis -300 mV, 
insbesondere -60 bis -100 mV und speziell bevorzugt -60 
bis -80 mV. Durch die damit bedingte elektrophoretisch 

20 treibende Kraft werden Vesikel und Zellen, dem elektri- 
schen Feld folgend, genau auf die ChipOffnung zubewegt. 
Da das Feld E stark inhomogen ist und sich mit Ann&herung 
an die Apertur betragsmassig stark vergrbssert, werden 
Vesikel automatisch auf die Apertur zubewegt. Da die 

25 elektrophoretisch wirksamen Feldstarken vor allem nahe 
der Apertur wirksam werden (Distanz zur Apertur < 200 
pm) , mttssen die Zellen/ Vesikel in diesen Bereich hinein- 
gebracht werden oder konvektiv dorthin gelangen. Dazu 
kann sich in der Messelektrode ein Loch (z.B. d < 1 mm) 

30 gegentiber der Tr&gerchip8f fnung (Apertur) befinden. 

FUr alle Messungen ist es wichtig, dass der 
Of fnung- resp. Aperturdurchmesser wesentlich kleiner als 
der Durchmesser der Vesikel oder biologischen Zellen 

< d Zelle' d Vesikel >> d Apertur) ist - ^ r die Aperturen von 
35 d > 2 (im werden deshalb vorzugsweise Vesikel mit Durch- 
messern d > 20 \m verwendet. 



.WO 99/31503 



19 



PCT/IB98/01I50 



10 



Die charakteristischen elektrischen Eigen- • 
schaften lassen sich wie folgt mathematisch beschreiben: 

Das thermische Rauschen a einer zirkul&ren 
Lipidmerabran ist prop, zu %" 1/f2 (B. Sakmann unci E • Neher 
(1983) . Single-channel recording . New York, London, Ple- 
num Press . ) : 



_ [We 



mit Rtf = R S pec/ (wrj^) folgt daraus: 



Rspec 



15 In diesen Formeln bedeutet a den effektiven 

Rauschstrom, r den Radius, f die Frequenz, k die Bolzmann 
Konstante, R den Wider stand und T die Temperatur. 

Damit ergibt sich als Konsequenz fttr eine zu 
Messzwecken erfolgreich einsetzbare Membran, dass 

20 r M I ^R tp9C sehr klein sein muss. Die Minimierung die- 
ses Produktes kann erf indungsgemass auf 2 Wegen beschrit- 
ten werden, einerseits durch Minimierung des Membranradi- 
us r M und andererseits resp. zusatzlich durch den elek- 
trisch dichten Abschluss der verwendeten Membranen. 

25 Die mechanische Stabilitat der Membran ist 

abhangig von deren Grtfsse. Die Gr3sse der Aperturtif fnung 
in den Tragern bedingt den Durchmesser der zu bildenden 
Membran. Vorzugsweise besitzen die Apertur und das Fen- 
ster einen vergleichbaren Durchmesser. Da die zur Auslen- 

30 kung einer Membran notwendige Kraft proportional zu r M~ 2 
ist, folgt bei Strukturen von dj^p er t ur < 5 urn und folg- 
lich dM < 5 fim eine extreme Zunahme der Membranstabilitat 
verglichen mit typischen Of fnungsweiten von d;vpertur > 
100 nm bei konventionellen BLM Systemen. 
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Wie bereits frtther ausgeftthrt kbnnen Trager 
fUr Lipidmembranen aus verschiedenen Materialien herge- 
stellt werden, aufgrund ihrer guten und exakten Bearbeit- 
barkeit werden aber Si/SiC>2 und Silizium/Siliziumoxy- 
5 nitrid Tr&ger bevorzugt. 

Die als Trager (Fig. 1) fUr die Lipidmembra- 
nen bevorzugt verwendeten Si/Si02 Chips konnen aus han- 
delstiblichen Si-Wavern 1 mit einer Oxyd- oder Oxynitrid- 
schichtdicke 2 von gewOhnlich > 200 nm hergestellt wer- 

10 den. Nach Fotolithographie bzw. bei Aperturen 3 von d < 
1.5 nm Elektronenstrahllithographie werden die Strukturen 
durch anisotropes Atzen des Siliziums in KOH-haltigem Me- 
dium sowie reaktives Ionenatzen der Quarzschicht gewon- 
nen. Ein entsprechender Trager ist in Figur 1 schematisch 

15 dargestellt, eine f otographische Aufnahme der Aperturoff- 
nung zeigt Figur 2. 

Wesentlich an diesen Strukturen ist die Grds- 
se der Apertur, die wesentlich kleiner als die verwende- 
ten Vesikel, Zellen bzw. Organellen sein sollte. Eine 

20 Verringerung der AperturgrSsse ist ftlr die Ausbildung ei- 
nes hochwertigen Seals von Vorteil, ftihrt aber anderseits 
zu einer Verringerung des elektrischen Attraktionsberei- 
ches urn die Apertur. Aperturen von 0.3 bis 7 nm ergeben 
eine ausgezeichnete Sealwahrscheinlichkeit und -qualit&t. 

25 Die GrSsse des Fensters 4 (Fig. 1) ist im Idealfall auf 
die GrSsse der Apertur 3 reduziert. 

Bei der Auswahl geeigneter Tragerchipraateria- 
lien ist neben der Bearbeitbarkeit ausserdem auf eine 
ausreichende Modif izierbarkeit der Oberflache zu achten, 

30 damit eine elektrostatische oder gegebenen kovalente Bin- 
dung von Vesikeln oder biologischen Zellen daran mSglich 
ist. Es hat sich hier gezeigt, dass eine mehrminUtige Be- 
handlung der TrSgerchips in 0 2 - Plasma vor der eigentli- 
chen Oberfiachenmodifizierung sehr zu konsistenten Ober- 

35 facheneigenschaften beitragt. 

Um eine starke Adhasion der Vesikel zu ge- 
wahrleisten, wird die Oberflache des Tragers gegebenen- 
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falls mit einem Haf tverbesserer, beispielsweise Polyka*- • 
tionen, beschichtet (siehe Mazia, Schatten et al., a.a.O. 
1975) . FUr die Physisorption kann beispielsweise eine 
wassrige LSsung von Polykationen, z.B. 0.1 % Poly-L- 
5 Lysinbromid (Sigma) , MW 100 000, direkt vorder Messung 
fiir 2-5 Min. auf den TrSger gegeben und anschliessend mit 
Messpuf ferldsung abgespttlt werden. Die kovalente Bindung 
peptidischer Polykationen erfolgt vorzugsweise Uber vor- 
her aktivierte Hydroxylgruppen der Quarzoberf lache, z.B. 
10 mittels Tosylchlorid (Triphenylchlormethan) (M.L. Wil- 
liamson, D.H. Atha et al. (1989). "Anti-T2 monoclonal an- 
tibody immobilization on quartz fibers: stability and re- 
cognition of T2 mycotoxin." Analytical Letters 22(4): 
803-816) . 

15 Durch die Modif izierung der Trageroberf lache 

erreicht man eine Anziehung von Vesikeln mit negativer 
Oberflachenladung, die vollkommen ausreichend fUr elek- 
trisch hochdichte Abschltisse zwischen Membran und Trager- 
oberf lache ist. 

20 Die Vesikel- resp. Zellbindung kann auch 

durch molekUlspezifische Wechselwirkungen, z.B. Biotin- 
Streptavidin oder Histidin-NTA (Histidin-Nitrilotriacetic 
acid) vermittelt werden. 

Alternativ zu der beschriebenen Verwendung 

25 von Polykationen kann die Oberfiache auch durch andere 
Verbindungen mit Kationeneigenschaf ten im gewttnschten pH- 
Bereich, wie z.B. 4-Aminobutyl-dimethyl-methoxysilan, mo- 
difiziert werden. 

Eine weitere MSglichkeit fttr die elektrisch 

30 dichte Bindung von Vesikeln an die Si02~Oberf lache stellt 
die Zugabe von Ca 2+ -Ionen zur MesslGsung dar. Dabei wird, 
nach Aufsetzen eines Vesikels auf die Apertur die Ca 2+ - 
Konzentration auf > 2 mM gesteigert. Das sofortige elek- 
trische Abdichten der Membran wird in Figur 11 gezeigt. 

35 Es hat sich gezeigt, dass ein Aufbau mit ei- 

ner kurzen Distanz (D < 5 mm) zwischen den Elektroden 
vorteilhaft ist, urn bei kleinen Spannungen (V c < 200 mV, 
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insbesondere -200 bis 200 raV) eine hohe Feldstarke fttr . . 
die elektrophoretische Positionierung der Vesikel Oder 
Zellen zu erreichen. 

Die Elektroden werden vorzugsweise in einem 
5 solcheri Abstand zueinander angebracht und die Komparti- 
mente sowie die Apertur derart mit Puffern resp. Lttsungen 
gefUllt werden, dass sich in einem sph&risch, aber belie- 
big geformten in die Korapartimentf lUssigkeit hineinrei- 
chenden Raumgebiet urn die Apertur Feldstarken > 100 V/m 
xo ergeben. 

Im folgenden wird der konkrete Aufbau eines 
erfindungsgemaiien Messystems mit planaren Elektroden be- 
schrieben (Fig. 3) : Eine Elektrode 6, beispielsweise eine 
Silberplatte (z.B. Reinheit >99.98% Ag, geringere Rein- 

15 heit ist aber auch m5glich)mit den Abmessungen 20 x 20 x 
2 mm 3 , wird als Sensortrager und gleichzeitig als Refe- 
renzelektrode verwendet. Auf dieser Elektrode ist, mit- 
tels eines Abstandhalters 7, z.B. einer 0.5-2 mm dicken 
Silikonkautschuk Dichtung (Sylgard 184, Dow Corning, USA) 

20 im richtigen Abstand und parallel, der eigentliche Mem- 
brantragerchip 1 positioniert . Der Abstandhalter weist 
einen ca. 1 mm breiten und < 6 mm langen Kanal (bzw. eine 
Kammer) 8 auf, der beispielsweise eingepragt werden kann 
und der, mit PufferlGsung gefUllt, Kontakt zwischen der 

25 Apertur 3 resp. der Membran und der Ref erenzelektrode 6 
herstellt. Zur Herstellung einer Ref erenzelektrode, z.B. 
der bevorzugten Ag/AgCl Elektrode, wird der Kanal bei- 
spielsweise mit 1 M HC1 gefUllt und unter Spannung, z.B. 
bei V = 0.8 V das im Kanal exponierte Silber fUr 90 Sek. 

30 chloriert. Die Tragerchips 1 werden nach Benetzung ihrer 
Unterseite mit Pufferl6sung auf den mit Referenzpuf f erltt- 
sung geftlllten Kanal 8 aufgesetzt. 

Bei der Messung bzw. der Membranherstellung 
wird die Mess- bzw. Vesikellosung dann direkt auf die 

35 Apertur 3 resp. das Fenster 4 auf der Oberseite des Tr£- 
gerchips 1 bzw. auf die Oberseite der Messelektrode 9 ge- 
geben, z.B. ein Volumen V von ca. 5-10 Zur Minimie- 



.WO 99/31503 



23 



PCT/IB98/01150 



rung von Stttranf ailigkeiten kann die Region um die Aper- 
tur 3 in einem Abstand von z.B. r = 1 mm durch einen Si- 
likonring 10 (Sylgaard) begrenzt werden. Dieser Ring 10 
bildet zusammen mit dem Meniskus, der sich zwischen Chip 
5 und Messelektrode ausbildet, die Probenkammer (Proben- 
korapartiment) . Die Messelektrode 9, beispielsweise aus 
0.8 nun starkem chloriertem quadratischem Silberblech 
(z.B. 4x4 mm 2 ) , insbesondere aber ringftfrmigem Silberblech 
(z.B. d - 2 mm) wird insbesondere parallel zur Chipober- 

10 fiache positioniert, vorzugsweise in einem Abstand bis zu 
ca. 1 mm, wobei sich die zur Zell- resp. Vesikel- und 
Messlosungszugabe darin befindliche und vorzugsweise 
trichterfGrraige Offnung 11 (d m i n « 0.4-1 mm) vorzugsweise 
genau konzentrisch gegeniiber der Mikroapertur 3 im Tr£- 

15 gerchip 1 befindet. Die Messelektrode kann oberhalb und 
unterhalb mit je einem Abstandhalter 12 versehen sein, 
die zur Gestaltung der Zugabe&f fnung 11 beitragen. 

Durch Ausnutzung von Kapillarkraften bei der 
Fttllung und Speicherung des Referenz- und Messpuffers ist 

20 das System trotz seiner Offenheit bezilglich der FlUssig- 
keitsspeicherung mechanisch sehr stabil. Durch die Offen- 
heit werden Stdrungen der Membran durch hydrostatische 
Druckdif ferenzen, wie sie bei geschlossenen Systemen z.B. 
durch Temperaturdif ferenzen auftreten kttnnen, ausge- 

25 schlossen. 

Eine weitere Realisierungsvariante verwendet 
Punkt- bzw. Drahtelektroden (Fig. 4): Dabei wird der 
oberfiachenmodifizierte und gegebenenfalls auf einem ins- 
besondere planaren Halter, z.B. einem Glas- oder Teflon- 

30 halter befestigte Chip 1 zwischen die chlorierten Endfia- 
chen 10 zweier oberhalb und unterhalb des Chips 1 ange- 
ordneter, gegebenenfalls aussen (mit Ausnahme der Endfla- 
chen) mit einer Schutzschicht 11, insbesondere einer Te- 
flonschicht, versehenen Silberdrahte, resp. Silberelek- 

35 troden 6, 9 mit beispielsweise einem Durchmesser d ■ 0.1 

- 2 mm (ohne Schutzschicht) gebracht (Distanz Elektrode 6 

- Elektrode 9 z.B. 4 ram) . Mittels Pipette oder nahe am 
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Chip angebrachten Schlctuchen Oder einem der im folgenden 
aufgezahlten Probenhandhabungssysteme wird Pufferltfsung 
zu beiden Seiten des Chips gegeben und durch Kapillar- 
krafte zwischen Chip und Elektrode gehalten. Nach Offset- 
5 kalibrierung und Anlegen einer geeigneten Spannung von 
Ublicherweise V = -60 bis - 100 mV werden die Vesi- 
kel/Zellen mittels Pipette Oder eines weiteren Schlauchs 
Oder einexn der im folgenden aufgezahlten Probenhandha- 
bungssysteme zur modifizierten Chipseite hinzugegeben. 

10 Vesikelbindung und Membranausbildung werden anhand der 
Veranderung der elektrischen Parameter verfolgt. 

Die allgemein beschriebene Messanordnung so- 
wie die im Detail beschriebenen Realisierungsbeispiele 
eignen sich prinzipiell ftir integrierte und um ein Pro- 

15 benhandhabungssystem erweiterte Systeme. Dazu zahlen 

f ltlssigkeitstransportierende Systeme die z.B. auf der Ba- 
sis von Pumpen, hydrostatischen Druckdif ferenzen, elek- 
troosmotischen, piezoelektrischen und Temperatur Effekten 
oder mechanischer Verschiebung definierte Flttssigkeitsvo- 

20 lumina in die und/oder aus den Fltlssigkeitskompartimenten 
des beschriebenen Aufbaus befordern k$nnen. Gleichzeitig 
ist eine einfache Parallelisierung des beschriebenen Auf- 
baus, entweder auf einem Multiaperturchip oder mit mehre- 
ren TrSgerchips mit einer Apertur, mSglich. 

25 Grosse unilamellare Vesikel (Giant Unilamel- 

lar Vesicles, GUV) , die als Membranen geeignet sind, kBn- 
nen mittels der Hydratationsmethode hergestellt werden 
(H.H. Hub, U. Zimmerraann et al. (1982) . "Preparation of 
large unilamellar vesicles," FEBS Lett. 140(2): 254-256; 

30 P. Mueller, T.F. Chien et al. (1983) . "Formation and 

properties of cell-size lipid bilayer vesicles." Biophys . 

44(3): 375-81; K. Akashi, H. Miyata et al. (1996). 
"Preparation of giant liposomes in physiological conditi- 
ons and their characterization under an optical micro- 

35 scope." Biophys. J. 71(6): 3242-50). Diese Methode ge- 
stattet bei entsprechender Modif izierung auch die Her- 
stellung von Proteoliposomen (M. Criado und B.U. Keller 
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(1987). "A membrane fusion strategy for single-channel, 
recordings of membranes usually non-accessible to patch- 
clamp pipette electrodes." FEBS Lett. 224(1): 172-6; B.U. 
Keller, R. Hedrich et al. (1988). "Single channel recor- 
5 dings of reconstituted ion channel proteins: an improved 
technique." Pflugers Arch 411(1): 94-100). 

Urn eine elektrisch dichte Bindung der Vesikel 
an den Chip zu gewahrleisten, ist eine der Trageroberfla- 
che entgegengesetzte Nettoladung der Vesikeloberf lache 

10 erforderlich. Die Vesikeloberf lache kann z.B. durch Pal- 
mitoyloleylphosphatidylglycerol (POPG) , negativ geladen 
werden, urn mSglichst physiologische Verhaltnisse fUr mem- 
braninkorporierte Proteine zu gewahrleisten. 

Nach der Positionierung kttnnen Zellen resp. 

15 Vesikel, falls diese nicht von selbst platzen, z.B. durch 
Behandlung mit hypotonischem Medium, z.B. reinem Wasser, 
aufgebrochen werden. 

Messaufbauten des erf indungsgemassen planaren 
Typs eignen sich durch die damit verknUpften kurzen Dif- 

20 fusionszeiten auch besonders fttr die Verwendung von 

'Perforated Patch 1 Techniken (R. Horn und A. Marty (1988). 
"Muscarinic activation of ionic currents measured by a 
new whole-cell recording method." J. Gen. Physiol. 92(2) : 
145-59/ J. Rae, K. Cooper et al. (1991). "Low access re- 

25 sistance perforated patch recordings using amphotericin 
B." J. Neurosci. Methods. 37(1): 15-26). Bei diesen Tech- 
niken erreicht man eine elektrische Verbindung zum Zel- 
linnern (Cytosol) durch Permeabilisierung des normaler- 
weise an der Glaspipette haftenden Membranf leckens mit 

30 porenausbildenden Antibiotika. Ein Vorzug dieser Technik 
ist das Nichtauswaschen des Cytosols mit Messpuf f erlfcsung 
bei gleichzeitigem elektrischen Zugang. 

Erfindungsgemass kann ein Porenbildner wie 
z.B. Amphotericin B oder Nystatin in das Ref erenzkompar- 

35 timent gegeben werden, nachdem eine biologische Zelle 

oder unter speziellen Umstanden auch Vesikel (wobei deren 
mechanische Stabilitat ausreichend hoch sein muss) an die 
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Aperturoberseite gebunden wurden. Dabei ist die. Geschwin- 
digkeit der Perforierung des Membranpatches ttber der 
Apertur wesentlich grosser als bei vergleichbaren Patch- 
clamp-Techniken. 
5 Zudem ist auch bei Zerstttrung des Membranpat- 

ches/ analog der Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik (WCRT) , 
eine einfache Zugabe gr6sserer Proteine Uber die Refe- 
renzlSsung in das Cytoplasma m6glich. Grund dafUr ist der 
planare Aufbau des Messystems, welcher im Vergleich zur 

10 WCRT eine wesentlich schnellere Diffusion grosser Makro- 
molekttle in das Cytosol bzw. Vesikelinnere erlaubt (Z.M. 
Pei, J.M. Ward et al . (1996). "A novel chloride channel 
in Vicia faba guard cell vacuoles activated by the seri- 
ne/threonine kinase, CDPK." EMBO J. 15(23): 6564-74). 

15 Die erfindungsgem&sse Messanordnung resp. das 

erf indungsgemBsse Positionierverf ahren haben sehr breite 
AnwendungsmBglichkeiten. Neben den bereits vorne disku- 
tierten Verwendungsmttglichkeiten kBnnen sie noch zur 
Trennung resp. zur GrSssenanalyse von Vesikeln resp. Zel- 

20 len dienen, der Positionierung von Zellen fUr z.B. rein 
optische Untersuchungen oder Mikroinjektionen. Das System 
gestattet insbesondere die direkte funktionelle Analyse 
ionotroper Membranproteine, z.B. in Ligandenbindungsstu- 
dien. In Verbindung mit seinem einfachen Aufbau der Re- 

25 produzierbarkeit der Ergebnisse und der mechanischen Sta- 
bility der Membr anabs chltiss e eignet es sich auch beson- 
ders fur Biosensoren im Screening-Bereich und stellt hier 
eine kosten- und zeitsparende Alternative zu Patch-clamp- 
Techniken dar. Die einfache Parallelisierbarkeit des Sy- 

30 stems macht es prinzipiell auch ftlr HTS geeignet. 

Die Untersuchungen ktfnnen unter Verwendung 
von Zellen und Vesikeln aber auch Zellfragmenten, zellu- 
larer Organellen und Lipidmembranen erfolgen. 

Das Verfahren gestattet eine Aufzeichnung des 

35 Membr anwiderstandes mit gutem Signal-Rauschabstand. 

Im erf indungsgemSssen Verfahren konnen die 
Messltisung oder die Ref erenzlosung oder beide LSsungen 
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ciurch eine andere LGsung ausgetauscht werden Oder eine- zu 
analysierende Substanz zur L6sung mess- und/oder refe- 
renzseitig hinzugegebenwerden, z.B. ein Porenbildner, der 
einem oder beiden Kompartimenten zugesetzt werden kann 
5 mit dem Ziel, die elektrische Leitf ahigkeit resp. die 
Permeabilitat der Membran gegenUber bestimmten Ionen zu 
erh5hen, oder Proteoliposomen beliebiger Grdsse, mit dem 
Ziel, diese mit der Membran Uber der Apertur 3 zu fusio- 
nieren und damit beliebige darin enthaltene Membranpro- 
10 teine elektrischen oder optischen Messungen zug&nglich zu 
machen. Auch kSnnen nach dem Aufbau einer Membran Uber 
der Apertur (3) Membranproteine in diese eingebaut wer- 
den. 

Das Verfahren kann auch derart durchgefUhrt 
15 werden, dass eine Apparatur verwendet wird, die derart 
gestaltet ist, dass die Uber der Apertur 3 befindliche 
Membran optischen, insbesondere Fluoreszenzmessungen, zu- 
ganglich ist und diese daran ausgeftlhrt werden • 

Auch k&nnen mehreren Aperturen 3 auf einem 
20 Trager verwendet werden, und die Messungen Uber minde- 
stens zwei Aperturen 3 sequentiell und/oder parallel er- 
folgen und/oder derart, dass alle oder mehrere Elektroden 
auf einer Seite des Tr&gers 1 ein gemeinsames elektri- 
sches Potential besitzen resp. zu einer Elektrode verei- 
25 nigt werden. 

Das Verfahren wird nun anhand von Beispielen 
naher eriautert. Diese sollen in keiner Weise als den Urn- 
fang der Erfindung einschrankend ausgelegt werden. 

30 Beispiele 

Vesikel-Bildung und Grflssentrennung 
100 \xl Asolectin (Fluka) oder Eilecithin 
(EPC), 50 nl Palmitoyloleylphosphatidylglycerol (POPG), 3 
35 ^1 Dipalmitoylphosphotidylethanolamin-Rhodamin (DPPE- 
Rhodamin) (Molecular Probes, USA) (alles 10 mg/ml in 
Chloroform, Avanti Polar Lipids) und 70 \xl Methanol wur- 
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den in einem Rotationsverdampf er (BUchi Rotayapor R-ll-4). 
bei 400 inmHg Unterdruck in einem 10 ml Rundkolben zu ei- 
nem Film eingetrocknet . Nach anschliessender einstttndiger 
Inkubation im Vakuum wurden 10 ml H2O Oder 10 ml eine 
5 Puf ferlfcsung mit < 150 mM KC1 und/oder < 600 mM Sucrose 
oder vorzugsweise Sorbitol hinzugegeben. Die bei diesem 
Vorgang gebildeten Vesikel zeigten sich als fast durch- 
sichtige Wolke nach etwa 16 h bei 37 °C. Die Vesikel wur- 
den mit einer 1 ml Pipette abgesaugt und nach (optiona- 

10 ler) Zugabe von Natriumazid (NaN3, Endkonzentration 0,2 
Gew.-%) bei 4 P C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

Die Herstellung yon Lipidvesikeln nach diesen 
Verfahren ergab grdsstenteils (> 90 %) unilamellare Vesi- 
kel bis zu einer Grtfsse von 250 ^m (Fig. 5 ) . Ein Teil 

is der Vesikel enthielt weitere, kleinere Vesikel, die aber 
ftir die Membranbildung nicht relevant waren. Die Verwen- 
dung von gereinigten Vesikeln zum Aufbau elektrisch dicht 
mit der Oberfl&che abschliessender Membranen erforderte 
die Abtrennung aller Vesikel und Lipidverunreinigungen, 

20 die kleiner als 10 jjni waren. Bei unzureichender Trennung 
kam es durch die Bindung kleiner Vesikel in Aperturn&he 
zu Abstossungseffekten, die einen elektrisch dichten 
Aperturabschluss durch grosse Vesikel (> 10 nin) verhin- 
derten. Die Vesikel wurden bezUglich ihrer Grttsse durch > 

25 20 h Dialyse Uber ein Nylonnetz mit 20 jjm Porengrttsse ge- 
trennt; wenn ntttig kann bei entsprechender Lipidzusamraen- 
setzung die Fluiditat der Vesikelmembran erniedrigt wer- 
den durch Absenkung der Temperatur auf < 4°C, insbesonde- 
re 1°C. Die Unilamellaritat der Vesikelmembranen kann bei 

30 geeigneter Preparation durch Zugabe von Alamethicin 

(siehe dazu R.B. Gennis (1989) . Biomembranes : molecular 
structcure and function . New York, Berlin, Heidelberg, 
Springer Verlag) gezeigt (Fig. 12) und durch konfokalmi- 
kroskopische Analysen gestUtzt werden (Fig. 6) . 



Elektrophoretische Positionierung der Vesikel 
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Variante 1 : 

Vor jeder Messung wurde die Of f setspannung 
v offset zwischen den Elektroden korrigiert. Dazu wurden 5 
Hi PufferlSsung direkt auf die Apertur gegeben und an- 
5 schliessend die Messelektrode bis auf 1 ram an die Chipo- 
berflache genahert. Nach der Ausbildung eines FlUssig- 
keitsmeniskus zwischen Chipoberf lache und Elektrode wur- 
den Of f setspannung und Kapazitat des Systems kompensiert. 

10 \xl einer vesikelhaltigen Dispersion wurden 

10 anschliessend auf die Oberseite der Messelektrode gege- 
ben/ wobei die Vesikel durch die in der Messelektrode be- 
findliche kreisftfrmige Oeffnung sedimentieren konnten. 
Vesikel, die sich durch die Messelektrodenbf fnung bewegt 
hatten, wurden unter dem Einfluss des der angelegten 

15 Elektrodenspannung = -50 bis -80 mV entsprechenden 
elektrischen Feldes direkt auf die Aperturttf fnung be- 
schleunigt. Dabei war die erreichte Fokussierung, gemes- 
sen an der Zahl von Vesikeldurchtritten durch die Aper- 
tur6ffnung bei unmodif izierten Oberflachen, von der Fen- 

20 stergrSsse abhangig (als Fenster wird der durch das Aet- 
zen freigelegte Teil der Si02 Schicht bezeichnet (Fig. 
2) . In Gegenwart kleiner Si02 Fenster (< 45 x 45 ^m 2 ) war 
der Vesikeldurchsatz deutlich gesteigert. 

25 Variante 2: 

Vor jeder Messung wurde die Of f setspannung 
V 0 ff se t zwischen den Elektroden korrigiert. Dazu wurde 
nach Zugabe von 5 jil Pufferlbsung zwischen Chip und Mes- 
selektrode resp. Referenzelektrode die Spannung ermit- 

30 telt, bei welcher der Stromfluss verschwindet, d.h. 
KVofft) - 0 pA. 

3 pJL einer vesikelhaltigen Dispersion wurden 
anschliessend zum Messkompartiment nahe der Apertur gege- 
ben, wobei die Vesikel im Fall einer planparallelen Elek- 

35 trodenanordnung durch die in der Messelektrode befindli- 
che kreisfSrmige Offnung sedimentieren konnten. Vesikel/ 
die in den Bereich sehr hoher Feldstarke (bis zu mehreren 
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kV) in der Nahe (< 200 pm) der Apertur kamen, wurden entr 
sprechend des elektrischen Feldverlauf es direkt auf die 
AperturCf fnung beschleunigt und nach elektrisch dichter 
Bindung an die Chipoberf lache elektrisch analysiert. 

5 

Die in Variante 1 und 2 beschriebene elektri- 
sche Positionierung war der gleichfalls getesteten 
Schwerkraft-Sedimentation von Zellen und Vesikeln in fol- 
genden Punkten tiberlegen: notwendige Vesikel- bzw. Zel- 
10 lanzahl, insgesamte Geschwindigkeit der Membranbildung 
und Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen Membranaufbau- 
es bzw. Zellbindung. 

Vesikel Bindung und Adsorption an modifizier- 

15 te SiO?-Oberfiachen 

Die Bindung der oben beschriebenen Vesikel an 
Polylysin-modifizierte SiC>2-Oberf lachen wurde untersucht. 
Diese war sehr stark und ereignete sich nach entsprechen- 
der Annaherung in weniger als 0.5 sec. Die Wahrschein- 

20 lichkeit einer erfolgreichen und elektrisch dichten Posi- 
tionierung war stark von der AperturgrOsse, der Si02 Fen- 
stergrfcsse sowie der Anzahl, Grtfsse und Grtfssenverteilung 
der Vesikel abhangig. Tragerchips mit Aperturen d^pertur 
< 2 nm und Fenstern < 40 jim ergaben in Verbindung mit 

25 Suspensionen von Vesikeln dyesikel > 40 eine Wahr- 
scheinlichkeit > 90 % {n > 15, wobei n die Anzahl Versu- 
che bezeichnet) elektrisch dichter Merabranabschlttsse. Ge- 
ringe Schwankungen in der Ausbildung dichter Aperturab- 
schltlsse von Chip zu Chip und bei verschiedenen Vesikel- 

30 suspensionen lassen darauf schliessen, dass eine Steige- 
rung nutzbarer Aperturabschltisse bei weiterer Verkleine- 
rung der Aperturweite sowie der Verwendung besser gerei- 
nigter Vesikelsuspensionen verzeichnet werden kann. 

Bei der Bindung der Vesikel an der Oberfiache 

35 wurden diese zu vfcllig f lachen Gebilden ausgezogen (Fig. 
6 und 7) . Die Merabran der Vesikel wurde mit 0.5% Rhodamin 
markiert (rot) und das Vesikelinnere mit Carboxyf luore- 
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scein (grtin) . Das Verschwinden jeglicher Carboxyf luore- . . 
scein-Emission (eine Farbaufnahme zeigt ausschliesslich 
die rote Farbe des Rhodamins, in Fig. 6 als grau der Mem- 
branflecken erkennbar) deutet auf die Freigabe von Car- 
5 boxyfluorescein und damit auf das Bersten der Vesikel und 
mi thin Unilamellaritat dieser Membranen hin. Der dabei an 
den Tr&gerchips gemessene sehr hohe Membranabdichtwider- 
stand von R^ > 6.4 G£l (n = 26) in symmetrisch 85 mM KC1 
lasst auf die Ausbildung elektrisch weitgehend defekt- 

10 freier Lipidmembranen schliessen. Der Fusionsprozess und 
das Fusionsergebnis der Vesikel auf Polylysin beschichte- 
tern Glas wurden mit einem Konf okalmikroskop (LSM 510, 
Zeiss Jena, Germany) untersucht. 

Bei einer analogen Messerie in symmetrisch 10 

15 mM KC1 wurde Bindung der Vesikel nach entsprechender An- 
naherung in weniger als 0.2 sec. mit einer Wahrschein- 
lichkeit von > 70 % (n >15) sowie ein Membranwider stand 
von Rm > 10 GCl gemessen. 

20 Elektrische Parameter der Lipidmembranen 

Vor jeder Fusion eines Vesikels mit der modi- 
fizierten Oberfiache wurde der hauptsachlich durch die 
Apertur bestimmte Widerstand des Messaufbaus bestimmt. 
Dieser betrug je nach Aperturgrtfsse bis zu 1 M£2 

25 (gewfchnlich < 450 kfi) in 85 mM KC1. GrOssere Widerstande 
wurden als Artefakte, wie den Einschluss von Luftblasen 
unter der AperturSf fnung, gewertet. 

Die bei der Vesikelfusion Oder Zellbindung 
Uber der Apertur gebildeten Membranen besassen einen Wi- 

30 derstand R^ > 6.4 G£l bei gleicher lonenkonzentration. Da- 
bei anderte sich die Kapazitat der Tragerchips von eini- 
gen pF nur unwesentlich. 

In einem analog durchgeftihrten Versuch in 1 
mM KC1 wurde der Widerstand des Messaufbaus ebenfalls als 

35 je nach AperturgrSsse bis zu tlblicherweise 1 MQ bestimmt. 
Bei gleicher lonenkonzentration betrug der Widerstand der 
Uber der Apertur gebildeten Membranen tlblicherweise Rm > 
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40 Gfi und in 10 raM KC1 Ublicherweise % > 10 GO.. Die Ka- 
pazit&t der Tragerchips anderte sich auch in diesen Ver- 
suchen nur unwesentlich, von 160 - 280 pF. 

5 Vesikeldurchgang durch Mikrometerporen 

In Gegenwart negativ geladener Oberf lcLchen, 
wie unmodif izierter Si02 Schichten oder um die Apertur 
fusionierter Vesikel, konnte der Durchgang von Vesikeln 
durch die Apertur anhand der Widerstands&nderungen beob- 

10 achtet werden (Fig. 10) . Zur Kontrolle auf Artefakte wur- 
de die Spannung umgepolt, wobei keine Widerstandsmodula- 
tionen beobachtet wurden. 

Bis zu 18 Sek. lange Vesikelpassagen lassen 
auf das Passieren sehr grosser Vesikel mit ausreichend 

15 fluiden Membranen schliessen. Besonders bei der Verwen- 
dung von Vesikelpopulationen mit d > 50 (n = 4, wobei 
n die Anzahl Messungen angibt) und einer Aperturtff fnung d 
= 7 jim konnte eine fast ausschliessliche Variation der 
Durchgangszeit bei fixierter Amplitudenanderungen in Ab- 

20 hangigkeit der VesikelgrGsse beobachtet werden. Es kann 
darauf geschlossen werden, dass Vesikel bei ihrem Durch- 
gang durch die Aperturttf fnung zu schlauchartigen Gebilden 
mit definiertem Durchmesser und geschlossener Oberfiache 
ausgezogen werden . Die sich in der Schlauchl&nge wider- 

25 spiegelnde Gr&sse der Vesikel ist als Amplitudendauer zu- 
g&nglich. 

Damit lasst sich, durch Analyse der ftir gro- 
sse Vesikel (dyesikel >:> d Apertur) typischen Durchgangs- 
zeit und der ftir kleine Vesikel (dy e sikel ~ d Apertur) ty- 
30 pischen Widerstandsamplituden&nderung, die grOssenmassige 
Vesikelzusammensetzung einer Losung bestimmen. Damit er- 
Sffnet dieses Verfahren ausserdem die M&glichkeit Popula- 
tionen von Vesikeln und Zellen zu analysieren. 

35 Beobachtung von Alamethicin Poren und nicoti- 

nischen Acetylcholinrezeptoren 

Zur Verif izierung der biologischen Funktions- 



.WO 99/31503 



33 



PCT/IB98/01150 



weise des erf indungsgemassen Systems wurde, nach. der Aus- 
bildung einer Membran ttber der Apertur in 85 roM KC1, Ala- 
methicin (Endkonzentration im Puffer 0,1 ng/ml) zum Mess- 
kopartiment gegeben(R.B. Gennis (1989). Biomembranes : mo- 
5 lecular structure and function - New York, Berlin, Heidel- 
berg, Springer Verlag) . Das Auf treten der fUr Alamethicin 
typischen Stromf luktuationen (Amplituden und Verweilzei- 
ten) , denen Leitf&higkeiten der Alamethicin-Poren von et- 
wa 600 pS entsprechen, beweist die FunktionsfShigkeit und 

10 hohe Sensitivitat des Systems (Fig. 12) . Gleichfalls k5n- 
nen Rezeptorproteine, z.B. der nAChR, tiber die - z.B. Ca 24 
vermittelte - Fusion mit kleinen Vesikeln (small, medium 
and large unilammelare vesicles) in die Membran einge- 
bracht und vermessen werden. Dazu wurde der nAChR gerei- 

15 nigt und entsprechend Schttrholz in Vesikel rekonstituiert 
(Schttrholz, T., J. Kehne, et al. (1992). "Functional re- 
constitution of the nicotinic acetylcholine receptor by 
CHAPS dialysis depends on the concentrations of salt, li- 
pid, and protein." Biochemistry 31(21): 5067-77; SchUr- 

20 holz, T. (1996). "Critical dependence of the solubiliza- 
tion of lipid vesicles by the detergent CHAPS on the li- 
pid composition. Functional reconstitution of the nicoti- 
nic acetylcholine receptor into preformed vesicles above 
the critical micellization concentration." Biophys Chem 

25 58(1-2): 87-96). Diese Vesikel wurden zum Messkomparti- 
ment gegeben und durch Erhtthung der Ca 24 Konzentration der 
Probenkammer auf > 1 mM und/ gegebenenfalls unterstlltzt 
durch den anschliessenden temporaren Aufbau eines osmoti- 
schen Gradienten (siehe: Eray, Dogan et al. 1995 a.a.O.), 

30 mit der Membran fusioniert. In Abwesenheit von Agonisten 
wurden typische RezeptorSf fnungsereignisse aufgezeichnet 
(Fig. 13A), die nach Zugabe von Carbamylcholin (20 M-M 
Endkonzentration) innerhalb kurzer Zeit (t < 100 sec) 
weitgehend verschwanden (Fig. 13B, Desensitisierung) . 

35 
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Die Bindung von Zellen 

Bei Substitution der Vesikel durch biologi- 
sche Zellen lassen sich diese analog zu den verwendeten 
Vesikeln positionieren und elektrisch charakterisieren. 
5 Durch ~die Sttitzung der Zellmerabran durch das Cytoskelett 
kommt es allerdings nicht automatisch zu einem Platzen 
der Zellen. Damit wird also nach Bindung der Zelle an die 
Chipoberfiache eine der Cell Attached Technik (CAT, Ha- 
mill, Marty et al. a.a.O., 1981) ahnliche Konf iguration 

10 erreicht. Voraussetzung ftir eine rauschfreie Messung ist 
hier vor allem eine relativ glatte Membranoberf lache . So 
ist z.B. bei Verwendung von Pf lanzenzellen unbedingt die 
Zellwand zu entfernen. 

Ausgehend von der CAT kSnnen, beispielsweise 

15 durch elektrische Zerstttrung des Membranpatches Uber der 
Apertur, elektrische Messungen liber die gesamte Zellmem- 
bran durchgeftihrt werden (Whole Cell Recording) . Die Zu- 
gabe von Porenbildnem, beispielsweise Amphotericin B 
oder Nystatin, zum Ref erenzkompartiment und folglich Per- 

20 meabilisierung des Menibranpatches Uber der Apertur kann 
ebenfalls ftir Ganzzellmessungen verwendet werden 
(Perforated Patch Technik) • 

Weiterhin ist f durch Lysis der Zelle, die 
Aufzeichnung von Einzelkanal Ereignissen in der sogenann- 

25 ten Inside-Out Konf iguration mOglich, bei der die cytoso- 
lische Membranseite der Messlttsung ausgesetzt ist. 
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PatentansprOche 

1. Messanordnung mit mindestens zwei Elektro- 
5 den (6, 9) und separierten, fUr die Aufnahme von Flttssig- 

keit geeigneten Kompartimenten, dadurch gekennzeichnet, 
dass sich zwischen zwei gegenttber bef indlichen, in je 
mindestens ein Kompartiment hineinreichenden oder ein 
solches bertihrenden und beliebig geformten Elektroden (6, 
10 9) ein TrSger (1), befindet, der mindestens eine Apertur 
(3) enthalt und jeweils mindestens 2 Kompartimente von- 
einander trennt. 

2. Messanordnung gemass Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie auf einer Seite oder auf beiden 

15 Seiten des Tr&gers Mittel aufweist, die eine Flttssig- 
keitszugabe und/oder eine Fllissigkeitsspeicherung 
und/oder einen Flttssigkeitsaustausch und/oder die Zugabe 
von Zellen, Vesikeln, anderen biologischen Organellen 
oder Teilen derselben zwischen TrSger und Elektrode er- 

20 mttglichen. 

3. Messanordnung gemass Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet/ dass die Apertur (3) einen sol- 
chen Durchmesser aufweist, dass sich bei Existenz einer 
Spannungsdif ferenz Uber dem Chip, vermittelt durch die 

25 Elektroden (6, 9), ein inhomogenes elektrisches Feld um 
die Apertur aufbaut, das mit Annaherung an die Apertur 
betragsmassig grosser wird und nahe der Apertur Vesikel, 
Zellen, Zellf ragmente oder biologische Organellen elek- 
trophoretisch auf diese zubewegen kann. 

30 4. Messanordnung gemass einem der Ansprtlche 1 

bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager (1) eine 
elektrisch geladene Oberfiache (5) aufweist, die attrak- 
tiv fUr biologische Membranen ist, oder eine Oberfiache 
(5) aufweist, die eine molekUlspezif ische oder durch mul- 

35 tivalente Ionen vermittelte Bindung von Zellen, Vesikeln, 
Membr an fragment en oder biologischen Organellen daran ge- 
stattet . 
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5* Messanordnung gemass einem der AnsprUche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager ein Sili- 
cium-Tragerchip mit aufgebrachter Oxyd- oder Oxynitrid- 
schicht 1st. 

5 6. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 1 

bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die elektrisch gela- 
dene Oberfiache (5) durch Modif ikation, insbesondere mit- 
tels Polykationen und/oder Silanen, z.B. Aminosilanen, 
erzeugt wurde. 

10 7. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 1 

bis 6, dadurch gekennzeichnet/ dass der Trager eine Be- 
schichtung (2) mit elektrisch geladener Oberfiache (5) 
aufweist . 

8. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 1 
15 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager (1) vor 

der Modifikation seiner Oberfiache oder vor seiner unmit- 
telbaren Benutzung in einem Sauerstof fplasma gereinigt 
und teilweise oder vollstandig hydrophylisiert wurde 

9. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 1 
20 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass jeweils eine Elektro- 

de und mindestens eine Apertur (3) im Trager (1) Uber ei- 
nen Kanal oder eine Kammer (8) in einem Abstandhalter (7, 
10) unter Ausbildung eines offenen oder geschlossenen 
Kompartiments miteinander verbunden sind- 
25 10. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 

1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Kompartimente 
keine physische Begrenzung aufweisen. 

11. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 
1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass sie mehr als zwei 

30 Elektroden (6, 9) und mehr als eine Apertur (3) aufweist, 
derart, dass mindestens eine Elektrode, z.B. eine Refe- 
renzelektrode, der Messung Uber mehr als eine Apertur (3) 
dient. 

12. Messanordnung gemass einem der AnsprUche 
35 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Trager (1) 

mehr als eine Apertur (3) und doppelt so viele Elektroden 
(6, 9) wie Aperturen (3) aufweist, derart, dass sich je- 



WO 99/31503 



37 



PCT/IB98/01150 



weils eine Apertur zwischen jeweils zwei Elektroden be^. 
f indet . 

13. Messanordnung gemass einem der Ansprtiche 
1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kompartimente 

5 Uber Schiauche mit einem Pumpensystem oder einem Gerat, 
das auf hydrostatischer Druckbasis oder mittels eines 
Piezotropfenverfahrens resp. Tintenstrahlverfahrens oder 
mittels eines Kontakttransf erverf ahrens oder elektroosmo- 
tischen Verfahrens oder temperaturkontrollierten Verfah- 
10 rens arbeitet, gekoppelt ist, derart, dass Fltissigkeiten 
resp. Proben in beliebige Kompartimente zugegeben oder 
darin ausgetauscht werden k8nnen. 

14. Messanordnung gemass einem der Ansprtiche 
1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einer Ap- 

15 paratur zur Erzielung einer Probenauftrennung, insbeson- 
dere Kapillarelektrophorese (CE) und HPLC, gekoppelt ist 
und der Analyse der auf getrennten Substanzen dient. 

15. Messanordnung gemass einem der Ansprtiche 
1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit Mitteln 

20 versehen ist, die der kontinuierlichen oder regelmassigen 
Prtlfung des FlUssigkeitsstands in den Kompartimenten 
dient, sowie mit Mitteln, fUr die Nachregelung entspre- 
chend voreingestellter Ftlllparameter . 

16. Messanordnung gemass einem der Ansprtiche 
25 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfiaehe (5) 

des Tragers (1) derart strukturiert ist, dass sich hydro- 
phile und hydrophobe Bereiche ergeben, wobei sich die hy- 
drophilen Bereiche vorzugsweise urn die Apertur befinden. 

17. Verfahren zur Positionierung von Zellen 
30 oder Vesikeln mittels einer Messanordnung gemass einem 

der Ansprtiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass Zel- 
len resp. Vesikel oder andere biologische Organellen in 
den vorher mit Puffer geftlllten oder ungeftillten Zwi- 
schenraum zwischen Trennwand resp. Tragerchip und Elek- 
35 trode gegeben werden und zwischen beiden Elektroden eine 
elektrische Spannungsdif ferenz, insbesondere in einem Be- 
reich von -200 mV bis +200 mV, besteht, die zur Ausbil- 
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dung eines elektrischen Feldes ftlhrt, unter dessen Eirt-. 
fluss eine gerichtete Bewegung der Vesikel Oder Zellen 
auf die AperturSf fnung stattfindet. 

18. Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch ge- 
5 kennzeichnet, dass die Elektroden in einem. solchen Ab- 

stand zueinander angebracht und die Kompartimente sowie 
die Apertur derart mit Puffern resp. LOsungen geftlllt 
werden, dass sich in einem sphaxisch, aber beliebig ge- 
forinten in die Kompartimentf lUssigkeit hineinreichenden 
10 Raumgebiet urn die Apertur Feldstarken > 100 V/m ergeben. 

19. Verfahren zur elektrischen Analyse von 
natttrlichen oder ktlnstlichen Lipidmembranen, Vesikeln, 
Zellen oder biologischen Organelles dadurch gekennzeich- 
net/ dass die Membranen gemass Anspruch 17 oder 18 posi- 

15 tioniert werden, mit der Oberfiache (5) des Tragers (1) 
eine elektrisch dichte Verbindung liber der Aperturtjf fnung 
(3) eingehen und eine Aufzeichnung des Membranwiderstan- 
des mit gutem Signal-Rauschabstand gestatten. 

20. Verfahren zur elektrischen Messung von 

20 Interaktionen an. oder in nattlrlichen oder ktinstlichen Li- 
pidmembranen, Vesikeln, Zellen oder biologischen Organel- 
les dadurch gekennzeichnet, dass die Membranen gemass 
Anspruch 17 oder 18 erzeugt werden und dass die MesslO- 
sung oder die ReferenzlBsung oder beide LSsungen durch 

25 eine andere Lttsung ausgetauscht werden oder eine zu ana- 
lysierende Substanz zur L5sung mess- und/oder referenz- 
seitig hinzugegeben wird. 

21. Verfahren gemass Anspruch 19 oder 20, da- 
durch gekennzeichnet, dass ein Porenbildner einem oder 

30 beiden Kompartimenten zugesetzt wird mit dem Ziel, die 
elektrische Leitf ahigkeit resp. die Permeabilitat der 
Membran gegentiber bestimmten Ionen zu erhohen. 

22. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass zu mindestens einem 

35 Kompartiment Proteoliposomen beliebiger GrOsse gegeben 
werden mit dem Ziel, diese mit der Membran ttber der Aper- 
tur (3) zu fusionieren und damit beliebige darin enthal- 
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tene Membranproteine elektrischen oder optischen- Messun- 
gen zuganglich zu machen. 

23. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass Membranproteine nach 

5 dem Aufbau einer Membran Uber der Apertur (3) in diese 
eingebaut werden. 

24. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
bis 23, dadurch gekennzeichnet/ dass die Uber der Apertur 
(3) befindliche Membran optischen, insbesondere Fluores- 

10 zenzmessungen, zuganglich ist und diese daran ausgefUhrt 
werden. 

25. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
bis 24, dadurch gekennzeichnet/ dass eine Messanordnung 
Oder ein Messsystem mit mehreren Aperturen (3) auf einem 

15 Trager verwendet wird, und dass Messungen Uber mindestens 
zwei Aperturen (3) sequentiell und/oder parallel erfol- 
gen. 

26. Verfahren gemass Anspruch 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass alle Elektroden auf einer Seite des 

20 Tragers (1) ein gemeinsames elektrisches Potential besit- 
zen resp. zu einer Elektrode vereinigt werden. 

27. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine 
Apertur der Messung verschiedener Membranparameter dienen 

25 kann, und dass mittels eines Pumpensystems, das Uber 
Schiauche mit beliebigen Kompartimenten verbunden ist, 
oder mittels eines Verfahren auf hydrostatischer Druckba- 
sis oder mittels eines Piezotropfenverf ahren resp. Tin- 
tenstrahlverfahren oder mittels eines Kontakttransf erver- 

30 fahren oder elektroosmotischen Verfahrens oder tempera- 
turkontrollierten Verfahrens FlUssigkeiten resp. Proben 
in beliebigen Kompartimenten zugegeben oder ausgetauscht 
werden. 

28. Verfahren gemass einem der AnsprUche 19 
35 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass es direkt gekoppelt 

mit einem Probenauf trennungsprozess, insbesondere Kapil- 
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larelektrophorese (CE) und HPLC/ durchgefUhrt wird und . . 
der Analyse der auf getrennten Substanzen dient. 

29. Verfahren gemass einem der Ansprtiche 19 
bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass der Flttssigkeits- 

5 stand in den Kompartimenten kontinuierlich oder regelma- 
ssig geprtift und entsprechend voreingestellten FUllpara- 
metern nachgeregelt wird. 

30. Verfahren gem^ss einem der Ansprtiche 19 
bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfl&che (5) 

10 des TrcLgers (1) derart strukturiert wird, dass sich hy- 
drophile und hydrophobe Bereiche ergeben, wobei sich die 
hydrophilen Bereiche vorzugsweise um die Apertur befin- 
den. 
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